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CASSETTES D'EXPRESSION PROCARYOTES REGULEES PAR LE ZINC 

L'invention conceme la production de proteines heterologues chez 
des bacteries a Gram-positif, notamment des bacteries lactiques. 

A cote de leurs usages traditionnels dans rindustrie agro- 
5 alimentaire, les bacteries lactiques sent actuellement de plus en plus utilisees en tant 
que cellules botes pour la production de proteines heterologues d'interet. Ces proteines 
d'interet peuvent etre de nature tres variee, et il est done soxihaitable de disposer du 
choix le plus large possible d'outils d' expression pour pouvoir optimiser leur 
production en fonction des specificites de chacune d'entre elles. 

10 De maniere generale, il est necessaire d'utiliser des promoteurs forts, 

permettant d'obtenir un niveau d'expression suffisant du gene d'interet. Dans certains 
cas, on peut utiliser des promoteurs constitutifs ; dans d'autres cas (par exemple 
lorsque le produit du gene d'interet est toxique pour la bacterie bote ou risque 
d'interf^rer avec le metabolisme de celle-ci), il est preferable d'utiliser des promoteurs 

1 5 inductibles, permettant de declencher ou d'arreter T expression au moment soubaite. 

Bien que les bacteries lactiques possedent de nombreux gdnes dont 
la transcription est regulee par divers facteurs, on ne dispose a Theure actuelle que 
d'un choix relativement restraint de promoteurs inductibles utilisables en pratique 
pour la construction de cassettes d'expression de gdnes d'interet (pour revue, c£ DE 

20 VOS, Curr. Op. Microbiol., 2, 289-295, 1999). En efifet, cette utilisation demande non 
seulement que les promoteurs concemes soient regulables, mais encore qu'il existe un 
differentiel d'expression suffisant entre les differents etats d'induction ; idealement, 
Texpression doit atteindre xm niveau eleve en conditions d'induction, et pouvoir etre 
totalement bloquee en conditions de non-induction. En outre, il est necessaire de 

25 pouvoir maitriser facilement les facteurs intervenant dans la regulation de ces 
promoteurs. 

Lors de travaux precedents, visant a identifier des proteines 
exportees de Z. lactis (POQUET et al., J. Bacterid., 180, 1904-1912, 1998), les 
Inventeurs oiit clone, en fusion avec le gene rapporteur AspNuc, un fragment d'ADN 

30 genomique de la souche L. lactis MG1363, comprenant un gene denomme a I'epoque 
nlp3 {New Lipoprotein 3) , dont le produit presente des homologies avec une proteine 
de iS. pneumoniae impliquee dans le transport des metaux. La sequence de ce fragment 
est disponible sur GENBANK sous le numero U95834. 

Les Inventeurs ont egalement observe que le g^ne nlp3 etait 

35 negativement regule par des cations metalliques divalents, notamment Zn^"*" (POQUET 
et aL « Use of a new reporter tool to demonstrate metal regulation of nlp3, a gene 



putatively involved in metal uptake in Lactococciis lactis » ; 6th Symposium on Lactic 
Acid Bacteria, Veldhoven, Pays-Bas, 19-23 septembre 1999). 

D'autre part, dans le cadre du sequen9age complet du genome de L, 
lactis IL1403, le gene nlp3, renomme zitS, a ete identifie en tant que constituant d'un 
operon, denomme zitRSOP (BOLOTIN et al., Antonie van Leeuwenhoek, 76, 27-76, 
1999; BOLOTIN et aL Genome Res. 11, 731, 2001). Par homologie avec des 
sequences connues, des fonctions putatives dans le transport du zinc ont ete attribuees 
aux genes de cet operon. Ainsi, le produit du gene zitP constituerait la permease du 
systeme de transport, les produits du gene zitS et du gene zitO assureraient 
respectivement la liaison avec le substrat et la liaison avec TATP, et le produit du gene 
zitR, qui pr6sente des homologies avec la famille de represseurs transcriptionnels 
marR, serait implique dans la regulation du transport du zinc. 

n n'avait jusqu'a pr&ent pas et6 envisage d'utiliser le systfeme de 
regulation de Toperon zitRSQP pour contr61er Texpression de genes heterologues. En 
efFet, bien qu'une regulation negative puisse etre declench6e par Tajout de zinc 
(POQUET et aL, 1999 precite), le niveau d'expression de base observe en Tabsence 
de cette regulation negative n'apparaissait pas suffisant pour permettre une production 
satisfaisante de proteines d^interet. En outre, on ignorait si le represseur putatif ZitR 
etait effectivement implique dans la repression de Pexpression de cet operon, et si 
d'autres regulateurs, notamment les regulateurs pleiotropes flp, decrits comme 
intervenant dans la regulation du transport du zinc chez Z. lactis (^GOSTICK et al., 
Mol. Microbiol., 31, 1523-35, 1999 ; SCOTT et al., FEMS Microbiol. Lett., 192, 85- 
89, 2000), pouvaient egalement etre impliques, soit en tant que co-represseurs, soit au 
contraire en tant qu'activateurs 6ventuels. 

Or, en poursuivant leurs 6tudes sur la regulation de Toperon 
zitRSQP, les Inventeurs ont constate, en presence de trfes faibles concentrations en 
Zn^"^, un niveau maximal d'expression beaucoup plus fort que ce que Ton pouvait 
supposer d'apres les experimentations anterieures, et qui permet d'atteindre un facteur 
d'induction superieur a 100. En outre, ils ont constate que Pexpression etait 
independante des regulateurs flp, et pouvait etre totalement controlee par 
I'intermediaire de la proteine ZitR. 

L'etude de la structure du promoteur de I'operon zitRSQP de L. 
lactis a permis aux Inventeurs de mettre en evidence, outre les elements classiquement 
presents dans les promoteurs bacteriens, a savoir les boites -35 (TTGACA) et -10 
(TATAAT) separees par 17pb, une sequence en palindrome chevauchant la boite -35, 
qui represente tres probablement le site de fixation de ZitR. 
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Les observations rapportees ci-dessus permettent de supposer que la 
regulation de zitRSQP s'effectue selon le m6canisme suivant : le represseur ZitR peut 
former avec le Zn^* intracellulaire un complexe presentant une affinite tres importante 
pour le site de fixation chevauchant la boite -35 ; le complexe ZitR-Zn^* fixe sur le 
5 palindrome empeche I'acces de TARN polymerase a la boite -35, et reprime done la 
transcription ; en revanche, la forme non-complexee de ZitR ne se fixe pas sur le site — 
35, permettant la transcription de Toperon, qui s'eflfectue alors avec une grande 
efficacite. 

La regulation de Top&on zitRSQP par rintennediaire de ZitR 
10 depend done de la concentration intracellulaire en Zn^^, elle«meme fonction de la 
disponibilite en Zn^"*" dans le milieu de culture. 

L'operon zitRSQP represente tres probablement un systeme de 
transport du zinc de tres haute affinite qui n'est utilise par la bacterie que dans des 
conditions de carence en zinc tres severe, pour permettre la survie cellulaire ; ^en 
15 revanche, dans les conditions de culture habituelles sur n[iilieux riches, le zinc est 
present en abondance dans Tenvironnement, et transporte dans la cellule par des 
systemes de moindre affinite que le complexe ZitSPQ, dont la.synthese est alors 
reprimee. 

Ces proprietes du systeme de regulation de Toperon zitRSQP de L. 
20 lactis mises en evidence par les Inventeurs pemiettent de proposer son utilisation pour 
la production de proteines d'interet dans des bacteries-hotes, notaminent des bact6ries 
^ Gram-positif, et en particulier des bacteries lactiques. 

La presente invention a pour objet les differents aspects de cette 

utilisation. 

25 Selon une premiere variante, la presente invention a pour objet xme 

cassette d'expression constituee par : 

- un promoteur bacterien, denomme ci-apres pzn» contenant un site 
de fixation pour la proteine ZitR de Lactococcus lactis, lequel site comprend la 
sequence suivante : 

30 AT^AAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTT 
(SEQIDNOrl), 

dans laquelle TTGACA represente la boite -35 dudit promoteur, et N represente A, C, 
G, ou T ; 

- ime sequence codant pour un polypeptide present^t au moins 
35 80%, de preference au moins 85%, et de maniere tout a fait preferee au moins 95% 



d'identite avec la proteine ZitR de Lactococcus lactis (GENBANK AAK06214), 
placee sous controle transcriptionnel dudit promoteur ; 

- au moins un site de restriction permettant Tinsertion d'une 
sequence nucleotidique d'interet sous controle transcriptionnel dudit promoteur. 

Selon un mode de realisation prefere de la presente invention, le 
promoteur pzn comprend la sequence suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTTNNNNNNNNNTATAAT 
(SEQIDNO:2) 

dans laquelle TATAAT represente la boite -10 dudit promoteur. 

Selon un autre mode de realisation prefere de la presente invention, 
ledit promoteur pzn contient un site de fixation pour la proteine ZitR de Lactococcus 
lactis comprenant la sequence suivante : 
AAAAATAAYGTTAACTGGTTGACATTATTTTT 
(SEQIDNO:3), 

dans laquelle Y represente T ou C. 

A titre d'exemple de promoteurs pzn utiUsables poxir la construction d'une cassette 
d' expression conforme a Tinvention, on citera : 

- le promoteur pzn de la souche MG1363 de Lactococcus lactis, qui comprend la 
sequence : 

AAAAATAATGTTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQIDNO:4); 

- le promoteur pzn de la souche IL1403 de Lactococcus lactis, qui comprend la 
s6quence : 

AAAAAATAACGTTAACTGGTTGACATTATTTTTTCTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQIDNO:5) 

Selon line seconde variante, la prdsente invention a pour objet une 
cassette d*expression constituee par : 

- un promoteur bact6rien pzn, tel que defmi ci-dessus ; 

- au moins xm site de restriction permettant Tinsertion d'une 
sequence nucleotidique d'interet sous controle transcriptionnel dudit promoteur. 

La presente invention a egalement pour objet des cassettes 
d'expression resultant de Tinsertion d'une sequence nucleotidique d'interet dans une 
cassette d' expression conforme a la premiere ou a la seconde variante de Tinvention, 
sous controle transcriptionnel du promoteur pzn. 

Ladite sequence nucleotidique d'interet pent etre toute sequence que 
Pen souhaite exprimer sous controle transcriptionnel du promoteur pzn- H peut s'agir 
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notamment de toute sequence codant pour une proteine heterologue d'interet que Ton 
desire produire dans xme bacterie-hote ; ladite proteine peut le cas echeant etre une 
proteine de fusion, associant des sequences polypeptidiques d'origine diverse. 

Sont exclues toutefois les cassettes d'expression conformes a la 
5 premiere variante de I'invention et comprenant tout ou partie de la sequence codant 
pour la proteine ZitS de L. lactiSy fusionnee a un gene rapporteur. 

Des cassettes d'expression conformes a I'invention peuvent, le cas 
echeant, comprendre en outre les el&nents ndcessaires pour pennettre Tadressage de la 
proteine d'interSt a la surface cellulaire, ou sa secretion dans le milieu de culture. 
10 Dans ce cadre, la presente invention a pour objet des cassettes 

d'expression resultant de Tinsertion d'une sequence nucl6otidique codant pour un 
peptide d'adressage extracellulaire, et d'au moins un site de restriction permettant le 
clonage d'une sequence nucleotidique d'interet en fusion traductionnelle avec ledit 
peptide d'adressage, sous controle transcriptioimel du promoteur pzn, dans ime cassette 
15 d' expression conforme a 1 'invention. 

Ledit peptide d'adressage peut etre par exemple im peptide signal de 
secretion, un domaine transmembranaire, un signal d'ancrage a la paroi, etc. 

De nombreux peptides d'adressage utilisables dans le cadre de la 
presente invention sont connus en eux memes. A titre d'exemples non limitatifs, on 
20 citera les peptides d6crits dans la publication de POQUET et al. (1998, precite), ou 
dans la publication de LE LOIR et al. (Appl. Environ. Microbiol., 67, 4119-4127, 
2001). 

Pour la production de proteines s6cr6t6es, un peptide d'adressage 
extracellulaire prefi&re est le peptide signal de la proteine Exp4 de L. lactis, qui repond 
25 & la sequence: 

MKKINLALLTLATLMGVSSTAWFA (SEQ ID NO: 6). 

La presente invention a 6galement pour objet tout vecteur 
recombinant comprenant un mseci constitue par une cassette d'expression conforme a 
rinvention. 

30 La presente invention a egalement pour objet des bacteries a gram- 

positif transformees par au moins une cassette d'expression conforme a Tinvention. 

De preference, il s'agit de bacteries lactiques, notamment des 
lactocoques, des lactobacilles ou des streptocoques thermophiles. 

Le cas echeant, il peut s'agir de bacteries provenant de souches 
35 bacteriennes comportant une ou plusieurs modifications de leur genome, visant a 
ameliorer la production et/ou la secretion de proteines exprimees dans lesdites 



bacteries, et/ou a eviter leur degradation. Par exemple, dans le cadre de la production 
de proteines exportees, on pent utiliser une souche bacterienne dans laquelle Tactivite 
proteasique PrtP et/ou I'activite proteasique HtrA sent inactives, telle que celle decrite 
dans la Demande PCT WO 00/39309 ou une souche bacterienne surproduisant une 
proteine permettant de stabiliser les proteines exportees, telle que la proteine Nlp4 de 
Lactococcus lactis, ou un de ses homologues (POQUET et al. 1998, publication 
precitee). 

La presente invention a egalement pour objet 1 'utilisation de 
cassettes d*expression ou de vecteurs recombinants conformes a Tinvention pour la 
production de proteines d'int6ret dans une bacterie k gram-positif, notamment des 
bacteries lactiques. 

Les cassettes d'expression conformes a la premiere variante de 
rinvention peuvent 6tre utilis6es dans une bact6rie-h6te, pour contrdler le moment de 
Texpression d'un gdne d'intoret insere dans le site de clonage, et le niveau de cette 
expression. 

Lorsque I'on cultive la bacterie-h6te en presence d'une quantite de 
zinc en exces par rapport a ses besoins, Pexpression du gene d'interet est totalement 
reprimee. La depletion en Zn^*" du milieu de culture (qui peut s'efifectuer simplement 
par addition d'un agent chelateur des cations divalents, tel que I'EDTA) permet de 
lever la repression, et de provoquer Pexpression du gene. Le niveau d'expression peut 
6tre fadlement regule par la quantite d'agent chelateur ajoute. 

On peut aussi mettre en culture la bacterie-hote dans un milieu 
comprenant une quantite de zinc juste suffisante pour couvrir ses besoins pendant une 
periode donnee de la culture (par exemple pendant la phase de croissance). Dans ce 
cas, repuisement du zinc k I'issue de cette p6riode provoque I'expression du gene 
d'interSt. 

Dans ce cadre, la presente invention a pour objet un proc6de de 
production d'une proteine d'interet dans une bacterie a gram-positif, et notanmient une 
bacterie lactique, caracterise en ce qu'il comprend : 

- Tintroduction dans ladite bacterie d'une cassette d'expression 
conforme a la premiere variante de I'invention, comprenant une sequence codant pour 
ladite proteine d'interet ; 

- la culture de ladite bacterie dans un milieu contenant xme quantite 
de Zn^^ suffisante pour reprimer Texpression de ladite proteine ; 

- I'induction de la production de ladite proteine par depletion en 
Zn^^dudit milieu ; 



- la recuperation de la proteine produite. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du procede conforme a 
rinvention, la depletion en Zv^^ dudit milieu est obtenue par addition d'un chelateur 
des cations divalents. 

5 Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere de la presente 

invention, la depletion en Zn^^ dudit milieu est obtenue par culture de la bacterie 
jusqu'^ 6puisement du Zn^"*^ initialement present dans le milieu. 

D'apres les experimentations eflFectuees par les Inventeurs sur la 
souche modele MG1363 de L. lactis, le maintien pendant toute la dur6e de la culture 

10 d'une quantity de Zn^^ suffisante pour reprimer Texpression sous contr61e du systeme 
pzi/ZitR peut etre assure par Tutilisation d*\m milieu contenant en debut de culture, de 
Tordre de 1 ^ 2 jiM de Zn^"**, le seuil de repression totale pouvant 6tre estim6 k entre 
lOOnM et l[iM de Zn^"^. La concentration en Zn^**" du milieu en dessous de laquelle on 
obtient la levee complete de la repression de p^ est tres faible (de Tordre du 

15 nanomolaire, et au maximum de quelques nanomolaires). La quantity de chelateur des 
cations divalents necessaire pour effectuer la depletion en Zn^"** et induire T expression 
sous controle du promoteur pzn varie selon la quantite de Zn^^ apportee initialement au 
milieu de culture ; a titre indicatif, dans le cas de la souche MG1363, pour un noilieu 
de culture riche tel que le milieu Ml 7, une depletion en Zn^"^ pennettant d'induire une 

20 expression maximale peut etre obtenue a partir d'xme concentration d'EDTA de 
I'ordre de 0,1 mM ; en milieu SA, qui contient lOnM de Zn^**" ime depletion en Zn^"*" 
permettant d'induire une expression maximale peut etre obtenue a partir d'une 
concentration d'EDTA de Tordre de 0,01 mM. 

Les quantites de Zn^^ et d' agent chelateur de cations mentionnees ci- 

25 dessus sont donnees a titre indicatif. A partir de ces indications, et des autres 
informations foumies par le descriptif de la pr6sente invention, lliomme du metier 
peut facilement determiner, par des tests pr6alables, efFectu6s par exemple en pla9ant 
un gene rapporteur sous controle du systeme pm/ZitR dans une cassette d'expression 
conforme a Tinvention, les quantites les plus appropriees selon Tespece ou la souche 

30 bacterienne concemee, les conditions operatoires mises en oeuvre, telles que le nailieu 
utilis6, les modalites de Tajout de Zn^"*" et/ou d*agent chelateur (par exemple, en une 
seule fois, en plusieurs fois, en continu, etc.), et le niveau d' expression souhaite. 

Des cassettes d' expression conformes a la seconde variante de 
rinvention seront utilisees de preference dans des souches de bacteries, notamment de 

35 lactocoques, dans lesquelles le represseur ZitR endogene est inactif, ainsi 
qu*eventuellement le complexe ZitSPQ. Dans ces conditions, le promoteur pzn 



constitue un promoteur fort, permettant T expression de la proteine d'interet pendant 
toute la duree de la culture. L'inactivation du recepteur ZitR et du complexe ZitSPQ 
peut s'effectuer de maniere connue en elle-meme, notamment par mutagenese dirigee 
de Toperon zitRSOP. 

Dans ce cadre, la presente invention a pour objet un precede de 
production d'une proteine d'interet dans une bacterie a gram-positif dans laquelle le 
represseur ZitR endogdne est inactif, caracterise en ce qu'il comprend : 

- rintroduction dans ladite bacterie d'une cassette d'expression 
conforme a la seconde variante de Tinvention, comprenant une sequence codant pour 
ladite proteine d'interet ; 

- la culture de ladite bact6rie ; 

- la recuperation de la proteine produite. 

La presente invention peut etre nndse en oeuvre par exemple : 

- dans le domaine de la production de proteines heterologues 
d'interet therapeutique par genie genetique, pour mieux contrdler la production de ces 
proteines par les cultures de bacteries transformees ; 

- en indiistrie agro-alimentaire, notamment dans la fabrication de 
produits fennentes, pour controler selon le stade de la fermentation, la production de 
proteines d'interet permettant notamment d'influer sur la qualite du produit feraiente 
find. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide du complement 
de description qui va suivre, qui se r6fere k des exemples non-limitatifs, illustrant la 
construction de cassettes d'expression confonnes i Tinvention. 
EXEMPLE 1 : REGULATION DE ZIT PAR ZN^"^ CHEZ L. LA CTIS 

L'expression de zit en fonction de la concentration en Zn^^ du milieu 
est mesuree par 2 techniques differentes: 

*La mesure de l'activit6 Nuc de la fusion ZitRS-AspNuc, portee par 
le plasmide pVE8020, dans la souche de L, lactis MG1363. Le plasmide pVE8020 
resulte du clonage du fragment d'ADN chromosomique de la souche MG1363 
correspondant a pzj^itRzitS' (GenBank U95834) dans le plasmide pFUN (POQUET et 
al., 1998, precit6 ; GenBank AF038666). 

*La quantification de I'ARNm de zitS dans la souche MG1363 
sauvage (expression endogene de zitS) et dans la souche MG1363 transformee par 
pVE8020). 

Effet du zinc sur Pactivite Nuc sous controle du promoteur p^^ 

Deux types d'experiences ont ete faites : 
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1). La mesure de Tactivite Nuc (nuclease de Staphylococcus aio'eus) 
a ete effectuee sur des boites de culture contenant du milieu chimiquement defini SA 
(JENSEN et HAMMER, AppL Env. MicrobioL 59, 4363-66, 1993), qui comprend une 
quantit6 minimale de chacun des elements necessaires a la croissance bacterienne, et 
5 est notamment pauvre en zinc (10 nM de ZnSO^). 

On effectue sur ce milieu xm depot d'une solution de Zn^^ (20 \x\ de 
ZnS04 a 0, IM) sous forme d*une strie traversant la boite. 

Apres absorption du depot de Zn^^, on effectue 2 depots de bacteries 
sous forme de 2 stries paralleles entre elles, et coupant perpendiculairement la strie de 
10 zinc : un d6p6t t6moin, (souche MG1363 transformee par un plasmide (pVE8009) 
portant la fusion Usp-zispNuc soxis contrSle du promoteur Usp) et un depot de la 
souche MG1363 transformee par pVE8020 (MG1363(pVE8020)). 

L'incubation pendant une nuit a 30°C des boites permet la 
croissance des bacteries et la creation d'un gradient de concentrations en Zn^"*" 
15 decroissantes par diffusion a partir de la strie de ZnS04. 

On realise un test colore de Tactivite nucleasique, en deposant sur 
les boites ime surcouche de detection contenant du bleu de toluidine et en incubant a 
37°C(LACHICA et ah, Appl Microbiol, 21, 585-87, 1971; LE LOIR et aL, J. 
Bacteriol, \16, 5135-39, 1994) : I'activite Nuc est detectee par le virage au rose de la 
20 surcouche de detection, formant im halo autoxir des stries de depots bacteriens. 

Alors que le halo observe autour de la strie correspondant au depot 
temoin est de taille et d'intensit6 constante sur toute la longueur de la strie bacterienne 
(ce qui indique que ni Tactivit^ nucleasique d'Usp-AspNuc, ni son exportation, ni son 
expression ne dependent du Zn^^, celui observe autour de la strie correspondant au 
25 d6p6t MG1363(pVE8020) est limite k rextr6mit6 la plus eloignee du dep6t de zinc, oix 
sa largeur et son intensite sont comparables a celles observ6es pour le dep6t temoin ; 
rintensite decroit h Tapproche du dep6t de zinc, et on n'observe aucxm halo au 
voisinage de Tintersection avec celui-ci. 

n apparait done que des concentrations elevees de zinc repriment 
30 I'expression du promoteur de Toperon zitRSQP. 

2) La regulation a axissi ete etudiee par detection du rapporteur Nuc 
sur un gel SDS-PAGE grace a son activite enzymatique (zymogramme). Pour cette 
experience, le milieu SA a ete encore appauvri en zinc, soit en omettant toute addition 
de ZnS04 lors de sa preparation, soit en lui ajoutant de I'EDTA a 0,0 InM, La souche 
35 de L, lactis MG1363 (pVE8020) a ete inoculee dans ce milieu, puis la culture a ete 
divisee en deux pour subir ou non une addition de 2|iM de Zn^**". Apres croissance a 
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30°C sans agitation pendant la nuit, des echantillons de culture ont ete preleves en 
normalisant leur volume en fonction de leur DOgoo de fa9on a obtenir un nombre de 
cellules equivalent a celui de 1 ml de culture a D06oo = 1. Les echantillons ont ete 
precipites par I'acide tri-chloroacetigue concentre, laves, lyses en presence de 
lysozyme et de SDS, et repris dans un tampon de chargement, selon le protocole decrit 
dans POQUET et al. (1998, precite). 

Les prot6ines ont ensuite ete separees selon leur poids moleculaire 
sur un gel SDS-PAGE a 12,5% d'acrylamide. L'activite Nuc ete detectee comme 
decrit ci-dessus. Trois formes proteiques presentant une activit6 nucleasique (qui 
d'apres leur poids mol6culaire, correspondent au pr^cuiseur au peptide-signal non 
cliv6, k la fonne mature Nlp3-AspNuc, et au produit de d6gradation NucA) ont 6te 
d6tect6es uniquement dans l'6chantiUon de culture n'ayant subi aucune addition. 
Aucune proteine poss6dant une activity Nuc n'a et6 d^ect^e dans l'6chantaion 
supplements en Zn^"^. Ces r6sultats d&nontrent que la repression est totale en pr&ence 
15 de2^iMdeZn2^ 

Effet de PEDTA sur Tactivit^ Nnc sons controle dn promoteur 

La mesure de l'activite Nuc est effectuee sur des boites de culture 
contenant du milieu M17 (TERZAGHI and SANDINE, Appl. Environ. Microbiol, 29, 
807-13, 1975) riche en zinc. 

On effectue un d6p6t d'une solution d'EDTA (20 ^1 a 0,1M), ainsi 
qu'un dep6t de la souche MG1363 contenant le plasmide t&noin, et un d6p6t de la 
souche MG1363(pVE8020) sous forme de stries, comme d6crit ci-dessus. 

Apres incubation a 30''C pendant une nuit, l'activit6 Nuc est detectee 
comme d6crit ci-dessus. 

• Le halo observe autour de la strie correspondant au depot temoin est, 

comme celui observe dans le cas du zinc, de taille et d'intensite constante sur toute la 
longueur de la strie. En revanche, de fa9on surprenante, celui observe autour de la strie 
correspondant au d6p6t MG1363(pVE8020) est, au voisinage du depot d'EDTA, 
beaucoup plus intense que celui du d6p6t t&noin ; I'intensite decroit trds rapidement 
lorsque I'on s'61oigne de cette intersection. 

n apparait done que I'EDTA induit I'expression du promoteur de 
I'operon zitRSOP. Le niveau d'expression apparait en outre plus eleve que celui 
observe a distance de la strie de zinc dans 1 'experimentation pr6c6dente, et en outre 
plus eleve que celui du temoin, controle par le promoteur Usp : on peut done atteindre 
un tres fort niveau d'induction de pz„ zitR grace a des concentrations en EDTA qui 
n'affectent pas la croissance bacterienne (comme O.lmM en Ml 7). 
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Evaluation quantitative de Peffet de FEDTA sur Factivite Nuc sous controle du 
promoteur ptih 

Pour evaluer quantitativement Teffet de TEDTA sur I'activite Nuc 
exprimee sous controle du promoteur de I'operon zitRSQP, les experimentations 
5 suivantes sont effectuees : 

La soiiche MG1363 transformee par pVE8020 est cultivee en milieu 
Ml 7 supplemente en 6rythromycine a 5 jusqu'en phase exponentielle (DOeoo = 
0,3) ou stationnaire (DOeoo = 1,2). Cette culture est divisee en 4 sous-cultures ; 3 
d'entre elles sont alors additionnees d'EDTA a diverses concentrations finales (3,3 
10 mM ; 0,33 mM ; 0,033 mM) ; la quatrieme ne re9oit pas d'addition d'EDTA (0 mM 
EDTA). Apres 30 min ou lh30 d'incubation, des 6chantillons de chaque culture sont 
pr61eves, Le nombre de cellules de chaque echantillon est normalise en adaptant le 
volume de fa9on a obtenir un nombre de cellules 6quivalent a celui celui de 1 ntil de 
culture a DOeoo = 1 • 

15 Les cellules sont enstdte Iys6es et pr6cipitees par un traitement a 

Tacide tri-chloroacetique concentre (16,7%), lavees a I'acetone (80%) et reprises dans 
100 \i\ de tampon Tris (50 mM pH7). lO^il de chaque echantillon ainsi traite sont 
deposes sur ime boite contenant du milieu de detection de I'activite Nuc (LACHICA et 
al., 1971 ; LE LOIR et aL, 1994, precite). L'activite Nuc est evaluee par la taille du 

20 halo et Tintensite de la coloration rose autour de chaque depot. Pour une evaluation 
quantitative du niveau d'activite, on depose sur la meme boite une gamme etalon de 
proteine Nuc pxirifiee (dilution de 4 en 4 a partir de 400 ng). 

On constate que la taille du halo et I'intensite de la coloration varient 
en fonction de la concentration en EDTA qui a ete utilisee pour traiter les cellules. En 

25 Tabsence d'EDTA, on observe un halo tr6s fin sans coloration nette ; a 0,033 mM 
d'EDTA, on observe un fin halo, nettement color6 en rose ; a 0,33 mM, on observe xm 
halo large, de coloration rose Xxhs intense. On n'observe aucune augmentation de la 
taille et de Tintensite du halo de 0,33 a 3,3 mM. Aucune difference significative de la 
taille et de Tintensite du halo n'est notee entre Taddition d'EDTA effectuee en phase 

30 exponentielle et celle effectuee en phase stationnaire, ni entre les deux temps 
d'incubation (30 nm ou Ih 30). 

Ces resultats indiquent que le niveau d'induction de Texpression de 
Pzn augmente avec la concentration en EDTA ajoutee, jusqu'a im seuil de saturation 
(qui est atteint en milieu Ml 7, dans les conditions experimentales decrites ici, pour 

35 vme concentration en EDTA de Tordre de 0,33 mM, quelle que soit la phase de 
croissance et le temps d'incubation). 
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La comparaison avec la gamme etalon de proteine Nuc purifi6e 
permet d'estimer que le niveau d 'induction obtenu par addition de 0,33 mM d'EDTA 
en milieu Ml 7 est de I'ordre de 1 00. 

Effet du zinc sur la transcription de I'operon zit 
5 Les souches utilisees sont la souche sauvage de L. lactis subsp 

cremoris MG1363, et sa derivee mutante FNR (double mutant flp A JIpB, SCOTT et 
al. , 2000, precite ; GOSTICK et al., 1999, precite). Les genes flp sont des regulateurs 
pleiotropes intervenant notamment dans le transport du zinc : chez FNR, la 
concentration intracellulaire en zinc est sept a huit fois plus faible que celle de la 
1 0 souche sauvage (GOSTICK et al., 1 999, precite). 

A partir d'une pr^culture d'une nuit de chaque souche en roilieu SA 
supplements pour FNR uniquement, en feythromycine k 5 ng/^il et en tetracycline a 5 
Mg/Ml, on effectue une culture k 30'>C en miUeu SA (dont la concentration en Zn^* est 
de lOnM). En phase exponentieUe pr6coce (DOeoo 0,07 k 0,08), cette culture est 
15 divis6e en deux parties : I'une (+) est additionnee de ZnS04 pour obtenir une 
concentration finale en Zn^* de 2 nM (qui n'affecte pas la croissance) ; I'autre (-) ne 
icfoit aucune addition. La culture est poursuivie sans modification jusqu'en phase 
exponentieUe (DOeoo = 0,2) ou stationnaire (DOsoo = 0,8). L'AKN des bactSries est 
alors extrait selon le protocole decrit par RAYA et al., (J. Bacterial., 180, 3174-80 
20 1998). 

Apres I'extraction, la concentration en ARN est 6valuee par mesure 
de la DO260 : 60 jig d'ARN sont deposes sur un geU 1 % d'agarose. Apres migration et 
transfert sur une membrane de nylon, les transcrits zitRS sont detectes par transfer! de 
Northern, avec une sonde specifique du gene zitS. 
25 Les r&ultats sont illustr6s par la Figure 1 . 

Ces resultats montrent que I'on n'observe un ARNm specifique de la 
taille attendue pour zitRS qu'en I'absence (-) d'addition de Zn^* et jamais en sa 
presence (+) quelle que soit la souche, et quelle que soit la phase de croissance au 
moment de I'addition. 

Cela montre 1) que la repression par le Zn^"^ de I'expression de 
I'operon zit s'effectue au niveau transcriptionnel, 2) qu'elle est totale pour une 
concentration en Zn'"- du milieu de 2mM, et 3) qu'elle est ind6pendante des genes flp, 
puisqu'elle s'exerce dans le mutant FNR. Ce dernier point indique que la regulation 
par le Zn^"^ depend entierement du regulateur zitR. 

En absence d'addition de Zn^* on observe un niveau d'expression 
tres fort, sauf pour la souche MG1363 en phase exponentieUe, ot Von observe qu'une 
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faible expression. Ces resultats indiquent que malgre la tres faible concentration en 
Zn^^ (10 nM) du milieu SA de depart, la concentration intracellulaire en Zn^'^ au 
moment de la phase exponentielle ou a ete effectue le prelevement est encore 
suffisante, dans le cas de la souche MG1363, pour reprimer fortement la transcription 
5 de Toperon zit En revanche, en phase stationnaire, apres epuisement du Zn present 
dans le milieu, Texpression est tres forte. Dans le cas de la souche FNR, la 
concentration en Zn^"** de lOnM du milieu de depart est insuffisante pour assurer, 
meme pendant la phase exponentielle, une concentration en Zn^"*" intracellulaire 
reprimant la transcription de Toperon zit. 
10 n appar^t done que Tinduction de I'expression depend directement 

de la concentration intracellulaire en Zn^^, et que celle-ci doit etre tres faible pour 
obtenir ime expression maximale. 

Ced peut etre obtenu notamment : 

1) En abaissant la concentration extra-cellulaire en Zn^"*" ; celle-ci 
15 doit en effet etre tres inferieure a lOnM, ou Ton observe encore une repression 

importante par rapport au niveau d'induction maximal. L'abaissement de la 
concentration extra-cellulaire en Zn^"^ peut par exemple s*effectuer par I'addition d'lm 
agent chelateur conmie TEDTA (quelle que soit la phase de croissance), ou en operant 
en phase stationnaire, dans des conditions ou le Zn^"^ initialement present dans le 
20 miUeu a ete consomme par les bacteries au cours de la croissance, ou par une 
combinaison de ces deux moyens. 

2) En utilisant des mutants dans lesquels le transport du zinc est 
affecte, et qui possedent de ce fait xme concentration en Zn^"*" intra-cellulaire tr^s 
faible, tels que la souche FNR mentionnee ci-dessus, 

25 EXEMPLE 2: CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION SOUS 
CONTROLE DU SYSTEME DE REGULATION DE L'OPERON ZTTRSQP 

Construction de plasmides contenant le systeme de regulation de Foperon 
zitRSOP 

Plasmide pDIll 

30 Le systeme promoteur-regulateur pzir^zitR de la souche MG1363 est 

obtenu par amplification PGR (kit DyNAzyme EXT de FINNZYMES) d'une partie de 
rinsert pzi^itRzitS' (GenBank U95834) du plasmide pVE8020 avec les 
oligonucleotides oligo 9 et oligo MUT : 
Oligo 9 : 

35 5'-CTAATGAGCGGGCTTTTT-3' (SEQ ID NO: 7) 
Oligo MUT : 
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5'-GCTCTAGAGCGGGATCCTTCATCGAAACTCTTCAG-3' (SEQ ID NO: 8) 

Oligo 9 s'hybride avec le site de clonage multiple (MCS) de pFUN, 
et permet d'amplifier tout insert clone dans ce vecteur. Oligo MUT pennet d'eliminer 
le site de fixation potentiel des ribosomes (RBS) de zitS et pour faciliter le clonage du 
fragment PGR : sa sequence, situee dans la zone de chevauchement entre zitR et zitS, 
pr6sente deux mutations (soulignees) dans le RBS (la sequence sauvage 5'-' 
GGAGGAG-3' est mutee en 5'-TGAAGAG-3', complementaire de 5'-CTCTrCA-3' 
dans I'oligo MUT) et les deux sites de restriction BamHl et Xbal (en gras). 

La sequence de la region du plasmide pVE8020 a partir de laquelle 
est effectufe I'ampHfication (SEQ ID NO: 9) est repr&entee sur la Figure 2. Les 
chiffres k gauche de la sequence correspondent h la numerotation de la sequence 
entiere du plasmide pVE8020. Les zones d'appaiiement des amorces oligo 9 et oUgo 
MUT sont repr6sent6es en gras et avec des fleches. Les s6quences codant pour ZitR et 
une partie de ZitS sont indiquees. Les RBS (sites de fixation des ribosomes) potentiels 
de ZitR et ZitS sont encadres, et les codons d'initiation de la traduction ATG sont 
soulignes. Les boites -35 et -10 du promoteur sont encadr6es et surlignees en gris ; le 
site potentiel d'initiation de la transcription est indiqu6 par un souligaement double.' 

Le produit d'amplification de 700 pb est traite par le fragment 
Klenow (PolIK) de I'ADN polymerase d'Escherichia coli, puis par;H,aI. Ce fragment 
modifi^ est puiifie et clone dans le vecteur pFUN, prealablement dig^re par EcoKY et 
Xbal : le melange de Ugation (fragment + pFUN + ligase du phage T4) est utihse pour 
^lectroporer la souche MG1363 de Lactococcus lactis, et des clones resistant a 
I'erythromycine sont selectionn^s sur miUeu soUde M17 + glucose 0.5% + 
^rythromycine 5 ^ig/mL. Un de ces clones, contenant un plasmide recombinant de 8.2 
25 kb, d6nomm6 ci-apres pDIl 1 , est choisi, 

Les etapes de la construction de ce plasmide sont representees sur la 

Figure 3a. 

II contient la totalite de la sequence codant pour ZitR, ainsi qu'une 
sequence 5' comprenant le promoteur pz„. Cette sequence 5' (SEQIDNOilO) est 
30 representee ci-apres Qusqu'au site potentiel d'initiation de la transcription)- 

GATCTGTCAGCTGGTTCAACTAGCGGTGGTCAAACTGTTAGTAATAAAACTTATTGT 
TTTGATGTTCGGCTTAAGGATGGAAGGATTTTTCAAATAAAAAAGTAAAAAATAATG 
TTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
Plasmide pDI12 

P°"^ <^i8ere par ^coRI et EcoKY et fraite par PolIK pour 
obtenir un fragment lineaire de 8,18 kb depourvu des sites de restriction du MCS de 
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pFUN (ce qui pertnet de les introduire ulterieurement ailleurs dans la construction), 
puis traite par la ligase du phage T4. La souche MG1363 est electroporee par le 
melange de ligation, et un clone resistant a rerythron[iycuie et contenant le plasmide 
pDI12 est selectionne comme decrit ci-dessus. 
5 Les etapes de la construction de ce plasmide sont representees sur la 

Figure 3b. 

Construction de plasmldes contenant un gene rapporteur sous contrdle du 
systeme de regulation de Poperon zitRSOP 
Plasmide pDI24 

10 pDI24 comprend les elements suivants : une sequence codant pour 

une prdteine rapporteur permettant de tester le systeme, suivie par un tenninatemr. 

La proteine rapporteur choisie est NucB, la forme depourvue de 
peptide signal de la nuclease Nuc de Staphylococcus aureus (SHORTLE, Gene, 22, 
181-189, 1983). Son cadre ouvert de lecture est clone dans le plasnaide pSECl (ou 

15 pVE3684, CHATEL et al, Clin. Diagn. Lab. Immunol., 8, 545-551, 2001) sous le 
controle du promoteur pais (inductible par la nisine) pom la transcription, et des 
signaux d'Usp45 de L. lactis pour la traduction (RBSUsp45 et codon d'initiation) et la 
secretion (peptide signal PSUsp45) : Tensemble pnis-RBSUsp45-PSUsp45 est clone 
dans pDI24. 

20 Le terminateur choisi est le terminateur T1T2 (PESCHKE et al, J. 

Mol. Biol., 186, 547-555, 1985) qui provient du plasmide pVE5239 (DIEYE et al, J. 
BacterioL, 183, 4157-4166, 2001). 

Pour la construction de pDI24, pSECl est digere par ATjoI, traite par 
TADN polymerase, du phage T4, et digere par C/al, pour obtenir une forme lineaire de 

25 3,8 kb. En parallele, pVE5239 est digere par Sad, traite par I'ADN polymerase du 
phage T4, et digere par C/al, pour obtenir un fragment de 217 pb contenant le 
terminateur T1T2. Ce fragment est purifie et ligature avec la forme lineaire du vecteur 
pSEClj-et le melange de ligation est utilise po\ir transformer la souche TGI d'J?. colL 
Des clones resistant au chloramphenicol sont selectionnes sur boites LBT + 

30 chloramphenicol 12,5 }ig/mL. Un de ces clones, contenant un plasmide de 4 kb 
denomme pDI24, est choisi. 

Les etapes de la construction de pDI24 sont representees sur la 

Figure 4. 
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Plasmide pDI1224 

La fusion PSUsp45-NucB est placee sous le controle du systeme 
d'expression pzn-zHR dans le plasmide pDI12, pour produire le plasmide pDI1224. 

pDI12 est digere par Xbal, traite par I'ADN polymerase du phage 
5 T4, puis digere par BamHl, pour obtenir une forme lineaire de 8,1 kb. En parallele, 
pDI24 est digere par Sacll, traite par I'ADN polymerase du phage T4, et digere pa^ 
Bamm, pour obtenir un fragment de 932 pb contenant le cadre ouvert de lecture de la 
prot6ine rapporteur NucB (sous le controle de RBSUsp45 et de PSUsp45), et le 
tenninateur de transcription T1T2. Ce fragment de 932 pb est purifie et Kgatur6 avec 
10 la forme lin6aire du vecteur pDI12, et le produit de hgation utilise pour fransfonner 
MG1363. Les transfonnants sont selectionn^s sur du miUeu solide M17 + glucose 
0,5%, + erythromydne 5Mg/mL + EDTA 0,2 mM. L'EDTA permet d'induire, grSce au 
systeme pzn-zitR, I'expression du rapporteur, et done d'effectuer un premier crible du 
phenotype Nuo* des clones recombinants. Le test d'activit6 Nuc est effectue selon le 
protocole d6crit par LE LOIR et al, (J. Bacteriol. 176, 5135-5139, 1994). 

Les 6tapes de construction de pDI1224 sont repr&entees sur la 

Figure 5. 

L'insert de ce plasmide contaiant le gene rapporteur codant pour 
NucB, sous confrole du systeme d'expression pa-zitR, est sch6matis6 sur la Figure 6a. 
20 Plasmide pDI30 

Pour quantifier le niveau d'expression contr61ee par pzn zitR en 
fonction des conditions environnementales en Zn^\ un autre rapporteur de localisation 
cytoplasmique a ete utilise : la P-galactosidase de Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris, codee par I'operon lacLM. 

L'operon lacLM a ete ampHfie par PGR a partir du plasmide 
PAMJ769 (MADSEN et al, Mol. Microbiol. 32, 75-87, 1999). en utilisant le couple 
d'amorces suivant : 
LAC5: 

5 • -CGCGGATCCTTTGAAAGGATATTCCTC-3 ' (SEQ ID NO : 15) 
30 LAC3: 

5 • -CCTACGTATTAGAAATGAATGTTAAAGC-3 ' (SEQ ID NO : 16), 

Les amorces LAC5 et LAC3 ont ete respectivement dessinees 
d'aprds la sequence du plasmide pAK80, publiee par ISRAELSEN et al, (Appl . 
Environ. Microbiol. 61,2540-2547, 1995) et d'apr^s la sequence des ghnL lacLM 
disponible sur GeneBank sous le numero M92281. LAC5 chevauche le site potentiel 
de fixation du ribosome de lacL (RBS, indiqu6 en gras sur la sequence), et LACS 
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contient le codon stop de lacM. De plus, pour permettre le clonage du fragment PGR, 
on a introduit les sites de restriction BamBl et SndBl aux extremites de LACS et 
LAC3 respectivement (soulignes sur les sequences). Pour la construction de pDDO, le 
plasmide recepteur pDI1224 a ete digere par BamBI et EcoRV pour deleter le 
5 rapporteur secrete PSusp45NucB, et le produit de PGR lacLM, apres digestion par 
' BamHl et SnaBl, a ete insere a sa place, Ce melange de ligation a ete utilise pour 
transformer la souche de L, lactis MG1363, Les transformants ont ete s61ectioiines en 
milieu gelose M17+ glucose 0,5% + 6rythromycine S^ig/mL + X-Gal (5-bromo-4- 
chloro-3-indolyl-p-D-galactoside) 160 pg/ml + EDTA 0,5 mM. L'addition de X-Gal 

10 et d'EDTA au milieu permet de cribler les clones qui portent pDI30 pour leur 
phenotype bleu, li6 a Thydrolyse du X-Gal par la P-galactosidase (U a ete verifi6 qu'en 
absence d'EDTA, les clones restent blancs, ce qui indique que le milieu contient 
suflSsamment du Zn^^ pour fermer Texpression de LacLM). 

L'insert de ce plasmide contenant Toperon lacLM codant pour la P- 

15 galactosidase, sous controle du systeme d'expression pzn-zitR, est schematise sur la 
Figure 6b. 

Les etapes de la constmction de pDDO sont representees sur la 

Figure 1. 

20 EXEMPLE 3 : QUANTIFICATION DU NIVEAU D'INDUCTION D'UN GENE 
RAPPORTEUR DE LOCALISATION CYTOPLAMIQUE SOUS CONTROLE 
. DU PROMOTEUR FznZITR 

La souche de L. lactis MG1363 portant le plasmide pDI30 a ete 
cultivee en milieu chimiquement defini SA, supplemente en Zn^^ a 1 |iM. La 

25 croissance a ete effectuee pendant une nuit a 30°C sans agitation. 

Le lendemain, la culture a ete diluee k environ l/lOOidme dans du 
milieu SA (qui contient du ZnS04 a la concentration de 10 nM) et la croissance a ete 
suivie par mesure de la DOeoo- A la valeur de D06oo'^0,2, la culture a ete divisee en 
plusieurs sous-cultures soumises a differents trait^ents : aucune addition ou addition 

30 d'EDTA aux concentrations de 10 - 30 - 50 - 100 - 300 ou 500 pM ou encore 
addition de Zn^"*" a la concentration de 1 jiM. A differents temps de traitement, la 
croissance a ete suivie par mesure de la D06oo> et Tactivit^ p-galactosidase (P-Gal) des 
extraits bacteriens a ete quantifiee par la methode de Miller. En presence d'ONPG, la 
P-Gal produit du (9-nitrophenol de couleur jaune que Pon pent doser par mesure de la 

35 densite optique a 420 nm ; 1 imite Miller d'activite p-Gal est definie comme 
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produisant 1 nmol de O-nitrophenol par minute par unite de densite optique par mL de 
culture. 

L'activite P-Gal mesuree apres Ih de traitement en fonction de la 
concentration en EDTA rajoutee (exprimee en jiM) est representee sur la Figure 8a ; la 
sous-culture supplementee en Zn^"" a l^iM est reperee par une fleche (+1 jiM Zn) 

En absence d'EDTA ou en presence de Zn^* on observe un niveau 
d'activit6 P-Gal de base trds faible. En presence d'EDTA, on observe une induction 
tr^s nette de l'activite p-Gal qui depend de la concentration en EDTA : le niveau 
d'activit6 maximiim (induction d'un facteur >100) est obtenu pour les concentrations 
de 30 ou 50 d'EDTA, ce qui d^finit done la gamme de concentrations 
optimde a utiliser dans ces conditions pour avoir une induction maximale. 

Au cours de la mdme experience, la croissance (courbes en 
pointings) et l'activite p-Gal (courbes en traits pleins) de certaines sous-cultures ont 
aussi ete mesurees en fonction du temps ; les r6sultats sont representes sur la Figure 
15 8b. Les sous-cultures etudiees ont subi, a la D06oo~0,2 (reperee par une fleche), les 
traitements suivants : aucune addition (□) ; addition d'EDTA a 30^iM (A) ou 50 ^M 
(0) ; addition de Zn^+ a 1 nM (O). A des intervaUes de temps reguliers apres ces 
traitements, des aliquotes sont preleves pour quantifier l'activite P-Gal des ceUules 
bact^riennes. Le niveau d'induction depend a la fois du temps d'exposition a I'EDTA 
20 et de sa concentration. L'induction maximale est d'un facteur >500 pour 3 a 4h en 
presence d'EDTA 30 jxM, ce qui permet de d6finir les conditions d'utilisation du 
systeme. 

EXEMPLE 4: CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT UNE 
SEQUENCE CODANT POUR UN PEPTIDE SIGNAL DE SECRETION 

Ces plasmides sont construits par substitution d'elements du systeme 
de s6cr6tion PSUsp45 du plasmide pSEC par ceux du systeme de secretion d'Exp4. 

La sequence codant le peptide signal d'Exp4 (PSExp4), 
accompagnee des signaux de traduction d'Exp4, c'est-a-dire son RBS (ou RBSExp4) 
et son codon d'initiation de la traduction, a et6 ampUfi^e k partir du plasmide 
PVE8022 (POQUET et al, 1998 pr^cite), en utilisant les couples d'amorces Exp4-5 + 
Exp4-Ndel et M13reverse + Exp4-Ndel, dont les s6quences sont : 
M13reverse : 

5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3' (SEQ ID NO: 11); 
Exp4-5 : 

35 5'-GTTCTAAGGATCCATTAACTTAAGGAG-3' (SEQ ID NO: 12); 
Exp4-Ndel : 
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5'-TTTGTGATGCATATGCAAATACAACGGCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 13); 

Les amorces Exp4-5 et Exp4-Ndel ont ete dessinees a partir de la 
partie 5' du gene exp4 de la souche MG1363 de L. lactis (GENBANK numero 
U95S36). 

Dans Exp4-5 et Exp4-Ndel, on a introduit des sites de restriction (en 
gras) aux extremites de PSExp4 pour faciliter son clonage, respectivement BamHl en 
5' et Nsil en 3' (en aval du site de clivage potentiel de PSExp4). Le site Nsil est • 
introdxiit a une position qui pennet le clonage de PSExp4 en phase avec NucB. 

Par ailleurs, Exp4-Ndel comprend un site Ndel (souligne) pour 
permettre un clonage eventuel (d'une prot6ine d'interet) en phase avec PSExp4. 
L'inseition des sites Ndel et n'introduit que deux acides amin6s k rextremite N- 
terminale de NucB : Tyr (code par TAT dans Exp4-Ndel) et Ala (OCA dans Exp4- 
Ndel), ce qui perturbe peu la sequence. 

L' amplification par Exp4-5 + Exp4-Ndel a partir de TADN du 
plasmide pVE8022 produit un fragment de 1 17 pb. 

Le peptide code par ce fragment repond a la sequence 
MKKINLALLTLATLMGVSSTAVVFAiYA (SEQ ED NO: 14) qui correspond a la 
sequence du peptide signal d'Exp4, jusqu'au site predit de clivage (indique par une 
fleche) suivi des deux acides amines Y et A inseres en amont de NucB. 

Apres digestion par BamBl et Nsil le fragment Exp4-5 + Exp4-Ndel 
de 117 pb est insure par ligation dans pSECl (CHATEL et al, 2001 pr6cite) digere par 
les mSmes enzymes, ce qui pennet la substitution de PSUsp45 par PSExp4. 

L'amplification PGR par M13reverse + Exp4-Ndel a partir de 
TADN du plasmide pVE8022 produit un fragment de 799 pb. Ce fragment contient les 
signaux de transcription, de traduction et de s6cr6tion de Exp4. 

Apres digestion par EcoRY et Nsil, ce fragment est inser6 dans 
pSECl pr6alablement digere parXbal traite par la polymerase du phage T4 et digere 
par Nsil. Dans le plasmide resultant, la production et la secretion de NucB sont ainsi 
placees sous contr61e des signaux de transcription, de traduction et de secretion de 
Exp4. 
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REVENDICATIONS 
1) Cassette d'expression constituee par : 

- un promoteur bacterien, denomme ci-apres pzn, contenant un site 
de fixation pour la proteine ZitR de Lactococcus lactis, lequel site comprend la 
sequence suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTT 
(SEQIDNO.I), 

dans laquelle TTGACA represents la boite -35 dudit promoteur, et N represents A C 
G.ouT; ' ' 

- une sequence codant pour un polypeptide presentant au moins 80% 
d'identite avec la proteine ZitR de Lactococcus lactis, plac6e sous conlrdle 
transcriptionnel dudit promoteur ; 

- au moins un site de restriction permettant I'insertion d'une 
sequence nucleotidique d'int6ret sous controle transcriptionnel dudit promoteur. 

2) Cassette d'expression selon la revendication 1, caract&isee en ce 
que le promoteur pz„ comprend la sequence suivante : 

AAAAATAANGTNNNNNNNTTGACATTATTTTTNNNNNNNNNTATAAT 
(SEQIDNO:2), 

dans laqueUe TATAAT represente la boite -10 dudit promoteur. 

3) Cassette d'expression selon la revendication 2, caracterisee en ce 
que le promoteur pzn comprend une sequence choisie panni : 

- la sequence : 

AAAAATAATGTTAACTGGTTGACATTATTTTTACTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQIDNO:4); 

- la sequence : 

AAAAAATAACGTTAACTGGTTGACATTATTTTTTCTTTGCTATATAATTAACCAGTA 
(SEQIDNO:5) 

4) Cassette d'expression constituee par : 

- un promoteur bacterien pzn, tel que defini dans les revendications 1 

- au moins un site de restriction permettant I'insertion d'une 
sequence nucleotidique d'interet sous controle transcriptionnel dudit promoteur. 

5) Cassette d'expression resultant de I'insertion d'une sequence 
nucleotidique codant pour un peptide d'adressage extracellulaire, et d'au moins un site 
de restriction permettant le clonage d'une sequence nucleotidique d'interet en fusion 
traductionneUe avec ledit peptide d'adressage, sous controle transcriptiomiel du 
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promotexir pzn, dans une cassette d' expression selon una quelconque des 
revendications 1 a 4. 

6) Cassette d'expression selon la revendication 5, caracterisee en ce que ledit peptide 
d*adressage extracellulaire est un peptide signal de sequence : 
MKKINLALLTLATLMGVSSTAWFA (SEQ ID NO: 6). 

7) Cassette d'expression resultant de Tinsertion d*une sequence 
nucleotidique d'interet sous controle transcriptionnel du promoteur pzn, dans une 
cassette d'expression selon une quelconque des revendications 1 a 6, ^ Texclusion des 
cassettes d' expression comprenant tout ou partie de la sequence codant pour la 
proteine ZitS de L, lactis, fusionnee a un gene rapporteur. 

8) Vecteur recombinant comprenant un insert constitue par une 
cassette d 'expression selon une quelconque des revendications 1 a 7. 

9) Bacterie a gram-positif transformee par au moins une cassette 
d'expression selon une quelconque des revendications 1 a 7. 

10) Bacterie selon la revendication 9, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d*une bacterie lactique, 

1 1) Utilisation d'une cassette d'expression selon une quelconque des 
revendications 1 a 7, ou d'un vecteur recombinant selon la revendication 8, pour la 
production d'une prot6ine d'interet dans une bacterie k gram-positif. 
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